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(54) Title: VACCINE AGAINST CANCER DISEASES THAT ARE ASSOCIATED WITH THE HER-2/NEU ONCOGENE 



(54) Bezeichnung: 

SIND 



VAKZINE GEGEN KREBSERKRANKUNGEN, DIE MIT DEM HER-2/NEU ONKOGEN ASSOZIIERT 



(57) Abstract: The invention relates to a vaccine against cancer diseases that are associated with the HER-2/neu oncogene. Said 
vaccine comprises at least one peptide having a length of 9 to 25 amino acids and a sequence that occurs in the extracellular part of 
the HER-2/neu protein or functional variants thereof, that is functional peptides or nucleic acid sequences encoding said peptides or 
00 mimotopes of the peptides. In an especially preferred embodiment, the vaccine contains a peptide having the sequence CRVLQGL- 
^ PREYVNARHC and/or YMPIWKFPDEEG AC . 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vakzine gegen Krebserkrankungen, die mit dem HER-2/neu On- 
kogen assoziiert sind. Die Vakzine enthalt wenigstens ein Peptid mit einer Lange von 9 bis 25 Aminosauren und einer Sequenz, 
wie sie im extrazellularen Teil des HER-2/neu-Proteins auftritt oder funktionelle Varianten davon, d.h. gleichwirkende Peptide oder 
fur diese Peptide codierende Nukleinsauresequenzen oder Mimotope der Peptide. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
enthalt die Vakzine ein Peptid der Sequenz CRVLQGLPREYVNARHC und/oder YMPIWKFPDEEG AC. 
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Vakzine gegen Krebserkrankungen, die mit dem HER-2/neu Onkogen 

assoziiert sind 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vakzine gegen Krebserkrankungen, die 
mit dem HER~2/neu Onkogen assoziiert sind, sowie ein Verfahren zu deren Her- 
stellung. 

In den letzten Jahren ist in den westlichen Industrienationen ein stetiges Anwach- 
sen der Krebserkrankungen festzustellen, die damit eine der hauptsachlichen To- 
desursachen darstellen. Beispielsweise ist Brustkrebs die am weitesten verbrei- 
tete Krebsart bei Frauen, von dem etwa 10% aller Frauen in den westlichen Indu- 
strienationen betroffen sind. 

Bisher bekannte Verfahren zur Therapie von Krebserkrankungen zielen vor alien 
Dingen auf eine frtthe Erkennung der Erkrankung und auf operative Methoden 
bzw. eine moglichst selektive Abtotung der Tumorzellen durch Chemo- oder Ra- 
diotherapie ab. Diese Verfahren weisen die Nachteile auf, dafl zum einen eine 
wirkungsvolle Prophylaxe gegen die Entstehung der Krebserkrankungen nicht 
moglich ist und daB zum anderen die Behandlung mit ganz erheblichen Neben- 
wirkungen fur die Patienten verbunden ist. 

Es ist weiterhin bekannt, daB es bei einer Vielzahl von Krebsarten wie beispiels- 
weise Brust,- Eierstock,- Darm,- Lungen- und Prostatakrebs zu einer Uberex- 
pression des HER-2/neu-Proteins (auch als pi 85 oder c-erbB2 bezeichnet) als 
Proteinprodukt des HER-2/neu Onkogens kommt. Das HER-2/neu-Protein ist 
nicht nur mit dem malignen Phenotyp der Krebsart eng verbunden, sondern kann 
auch mit der Aggressivitat der Krebsart verbunden sein. Das HER-2/neu-Protein 
ist ein Transmembranprotein mit einer relativen molekularen Masse von 185 kd 
und weist eine Lange von etwa 1255 Aminosauren auf. Die Aminosauresequenz 
des HER-2/neu-Proteins 5 sowie die Nukleinsauresequenz einer dafur kodierenden 
DNA-Sequenz sind in US 5,869,445 wiedergegeben. Auf den Offenbarungsge- 
halt dieser Druckschrift wird hiermit Bezug genommen. Der extrazellulare Teil 
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des HER-2/neu-Proteins umfaBt die Peptidsequenz von Aminosaure 1 bis Ami- 
nosaure 675. 

In US 5,869,445 wird ein Verfahren zur Stimulation einer Immunantwort auf das 
HER-2/neu-Protein offenbart, in dem ein Polypeptid der Sequenz von Aminosau- 
re 676-1255 des HER-2/neu-Proteins verabreicht wird. 

Es ist demgemaB Aufgabe der vorliegenden Erfmdung, eine Vakzine gegen 
Krebserkrankungen, in denen es zu einer Uberexpression des HER-2/neu- 
Proteins kommt, bereitzustellen, mit deren Hilfe es moglich ist, die Nachteile 
herkommlicher Krebsbehandlungsmethoden zu vermeiden, eine wirksame Pro- 
phylaxe von solchen Krebserkrankungen zu ermoglichen und Alternativen zu 
dem aus US 5,869,445 bekannten Verfahren bereitzustellen. 

Der Erfmdung liegt die Erkenntnis zugrunde, dafi eine solche Vakzine erhalten 
werden kann, wenn sie Teilstucke des extrazellularen Teils des HER-2/neu Pro- 
teins oder funktionelle Varianten davon als wirksame Bestandteile enthalt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist daher eine Vakzine gegen Krebser- 
krankungen, die mit dem HER-2/neu Onkogen assoziiert sind, welehe dadureh 
gekennzeichnet ist, daB sie wenigstens ein Peptid mit einer Lange von 9 bis 25 
Aminosauren und einer Sequenz, wie sie im extrazellularen Teil des HER-2/neu- 
Proteins auftritt, oder funktionelle Varianten davon enthalt. 

Mit der erfindungsgemaBen Vakzine ist eine aktive Immunisierung gegeri 
Krebserkrankungen moglich, die mit dem HER-2/neu-Onkogen assoziiert sind. 
Somit kann eine Prophylaxe gegen diese Krebserkrankungen erhalten werden. 
Daruber hinaus kann die erfindungsgemaBe Vakzine auch zur Therapie einer be- 
reits bestehenden Kxebserkrankung oder begleitend zu herkommlichen Krebsbe- 
handlungen eingesetzt werden. Durch die Anwendung der erfindungsgemaBen 
Vakzine konnen die oben beschriebenen erheblichen Nachteile herkommlicher 
Krebsbehandlungsmethoden ganz oder teilweise vermieden werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die Vakzine wenigstens ein Peptid 
mit einer Lange von 10 bis 20 Aminosauren und einer Sequenz, wie sie im extra- 
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zellularen Teil des HER-2/neu-Proteins auftritt, oder funktionelle Varianten da- 
von. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die Vakzine wenigstens 
ein Peptid mit einer der Sequenzen von Aminosaure 544 bis 560 und/oder von 
Aminosaure 610 bis 623 des extrazellularen Anteils des HER-2/neu-Proteins 
oder funktionelle Varianten davon. 

Die Sequenz des Peptids mit den Sequenzen von Aminosaure 544 bis 560 des 
extrazellularen Anteils des HER-2/neu-Proteins ist: CRVLQGLPREYVNARHC 
(Sequenz 1). Die Sequenz des Peptids mit den Sequenzen von Aminosaure 610 
bis 623 des extrazellularen Anteils des HER-2/neu-Proteins ist: YM- 
PIWKFPDEEGAC (Sequenz 2). Die Sequenzen sind im Sequenzprotokoll als 
Sequenznummer 1 bzw. Sequenznummer 2 wiedergegeben. 

Fig. 1 zeigt einen Western-Blot der Immunprazipitation eines Lysates von HER- 
2/neu uberexprimierenden SKBR-3 Zellen mit Sera von Mausen, die mit der er- 
flndungsgematfen Vakzine behandelt wurden, und unbehandelten Mausen zum 
Nachweis der Immunantwort nach Verabreichung der Vakzine. 

Fig. 2 zeigt ELISA-Daten der Sera von Mausen, die mit der erfindungsgemaBen 
Vakzine behandelt wurden, und unbehandelten Mausen zum Nachweis der Im- 
munantwort nach Verabreichung der Vakzine. 

Unter funktionellen Varianten der Peptide werden alle Stoffe verstanden, die eine 
Immunantwort basierend auf demselben Wirkmechanismus wie die erwahnten 
Peptide hervorrufen. 

Im Speziellen werden darunter zum einen alle Peptide verstanden, die funktio- 
nelle Varianten der Peptide, wie beispielsweise der Peptide mit den Sequenz- 
nummern 1 und 2, darstellen (im folgenden als funktionelle Peptidvarianten be- 
zeichnet). Diese konnen durch Weglassen einer oder mehrerer Aminosauren, 
durch Insertion zusatzlicher Aminosauren, durch Substitution von Aminosauren 
oder anderen Modifikationen erhalten werden, und rufen im wesentlichen diesel- 
be Immunantwort wie die Peptide selbst, beispielsweise die Peptide der Se- 
auenznummern 1 und 2. hervor. Als Beisniel fur die Erzeugung solcher Varian- 
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ten kann die Substitution einzelner Aminosauren der Peptide dienen, die konser- 
vativ, das heiBt durch die Substitution einer Aminosaure mit einer anderen, die 
ahnliche Eigenschaften aufweist, vorgenommen wird. Solche konservativen Sub- 
stitutionen sind beispielsweise in US 5,869,445 beschrieben. Die Natur der durch 
eine solche Substitution erhaltenen Variante bleibt im Vergleich zu den Peptiden, 
beispielsweise den Peptiden mit den Sequenznummern 1 und 2, im wesentlichen 
unverandert und somit wird bei Verabreichung einer solchen Variante im we- 
sentlichen dieselbe Immunantwort erhalten. 

Des weiteren werden unter funktionellen Varianten auch DNA-oder RNA- 
Molekule verstanden, die fur die oben erwahnten Peptide, beispielsweise die 
Peptide mit den Sequenznummern 1 und 2, oder deren funktionellen Peptid- 
Varianten kodieren (im folgenden als funktionelle Nucleinsaure-Varianten be- 
zeichnet). Diese DNA- oder RNA-Molekule konnen dabei auch in viralen Vekto- 
ren vorhanden sein. In US 5,869,445 werden eine Anzahl solcher Arten von Va- 
rianten sowie deren Herstellung beschrieben, worauf hiermit Bezug genommen 
wird. 

Des weiteren werden unter funktionellen Varianten auch Mimotope der oben er- 
wahnten Peptide oder deren Peptid- Varianten verstanden (im folgenden als funk- 
tionelle Mimotop- Varianten bezeichnet). Diese konnen beispielsweise mimeti- 
sche Proteine sein (im folgenden als mimetische-Protein- Varianten bezeichnet, 
wie sie beispielsweise durch Screening von Phagen-Peptidbibliotheken mit gegen 
die Peptide oder deren Peptid- Varianten gebildeten Antikorpern aufgefunden 
werden. Die Vorgehensweise zum Erhalt solcher Mimotope ist beispielsweise 
aus der europaischen Patentanmeldung EP 100 41 342.0 bekannt, auf deren Of- 
fenbarungsgehalt hiermit Bezug genommen wird. 

Die erfmdungsgemafien Peptide oder deren funktionelle Varianten konnen auch 
mit anderen Peptiden oder Polypeptiden oder mit weiteren chemischen Gruppen 
wie Glycosylgruppen, Lipiden, Phosphaten, Acetylgruppen oder ahnlichen ver- 
kniipfl sein, soweit sie deren Wirkung nicht nachteilig beeinflussen. 

Bevorzugt enthalt die erfindungsgemaBe Vakzine jedoch die Peptide, d.h. Teil- 
stttcke des extrazellularen Teils des HER-2/neu Proteins, selbst, und weiter be- 
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vorzugt mindestens eines der oben erwahnten Peptide mit den Sequenznummern 
1 und 2 als solches. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Peptid oder dessen funktionelle 
Variante an einen immunogenen Trager konjugiert. Solche Trager kSnnen Ma- 
kromolekule aller Art sein. Die Konjugation mit einem Trager hat zur Folge, daB 
die Immunogenitat der Vakzine erhoht wird. 

Bevorzugt wird das Peptid oder dessen funktionelle Variante an Keyhole Limpet 
Hemocyanin (KLH) oder Tetanustoxoid (TT) konjugiert. 

Die Konjugation der Peptide oder deren Varianten an das Tragermaterial kann 
auf beliebige Weise erfolgen, beispielsweise auf gentechnologischem oder che- 
mischen Weg, das heifit die Verknupfung von Trager und funktioneller Gruppe 
erfolgt durch eine chemische Reaktion. Auf gentechnologischen Wege kann die 
Koppelung des Proteintragermolekuls mit dem Peptid oder dessen Variante so 
hergestellt werden, dafi eine fur die Gesamtsequenz des Konjugats kodierende 
DNA- oder RNA-Sequenz in ein Expressionsystem eingebaut wird, von dem 
dann das Gesamtkonjugat exprimiert wird. Diese Form der Konjugation kann 
selbstverstandlich nur fttr den Fall angewendet werden, dafi auch das Gesamt- 
konjugat ein Proteinmolekul ist. 

Bevorzugterweise werden die Peptide oder deren Varianten auf chemischem 
Weg mit dem Trager konjugiert. Das heifit, die Verknupfung von Peptid oder 
dessen Variante und dem Trager zum Konjugat erfolgt auf chemischem Wege. 

Die Peptide oder deren funktionelle Varianten konnen als Mono,- Di,- Tri,- oder 
Oligomer mit dem Trager konjugiert werden. Solche Konjugationen sind bei- 
spielsweise in der Druckschrift von Th. H. Turpen, S. J. Reinl, Y. Charoenvit, 
S.L. Hoffman, V. Fallarme in Bio/Technology, 1995, Band 13, Seiten 53 bis 57 
am Beispiel der Konjugation von Epitopen mit makromolekularen Tragern be- 
schrieben. Auf den Offenbarungsgehalt dieser Druckschrift wird hiermit Bezug 
genommen. Die beschriebenen Vorgehensweisen lassen sich analog auf die Her- 
stellung der Konjugate fur die erfindungsgemafie Vakzine iibertragen. 
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Wird die Konjugation eines di- oder oligomeren Peptidkonjugats auf dem Weg 
des oben beschriebenen gentechnologischen Verfahrens durchgefuhrt, so werden 
die fur die Peptide kodierenden DNA- oder RNA-Abschnitte ein- oder mehrmals 
hintereinandergereiht in die fur den Trager kodierende DNA- oder RNA-Sequenz 
integriert. Dadurch wird die Expression di- oder oligomerer Peptidkonjugate er- 
reicht. 

Die Mono- oder Oligomere der Peptide oder deren funktioneller Varianten kon- 
nen sowohl in einfacher als auch in multipler Form an den Trager konjugiert 
werden, d.h. an einen Trager werden ein oder mehrere Peptidmolekule oder de- 
ren funktionelle Varianten angehangt. 

Die erfindungsgemaBe Vakzine kann auf verschiedene Arten appliziert werden. 
Die Verabreichung der die Peptide selbst bzw. deren funktionelle Peptid- oder 
Mimotop-Varianten enthaltenden Vakzine kann beispielsweise intravenos, sub- 
kutan oder auch durch orale Einnahme der Vakzine in Kapsel oder Tablettenform 
erfolgen. Enthalt die erfindungsgemaBe Vakzine funktionelle Nucleinsaure- 
Varianten der Peptide, kann die Verabreichung auch mit Hilfe einer ex-vivo Pro- 
zedur erfolgen, die die Entnahme von Zellen aus einem Organismus, das Ein- 
bringen der erfindungsgemaBen Vakzine in diese Zellen, und das Wiedereinbrin- 
gen der behandelten Zellen in den Organismus umfaBt. 

Die erfindungsgemaBe Vakzine kann in vielfaltiger Weise auf gentechnologi- 
schem oder chemischem Weg hergestellt werden. Solche Verfahren sind bei- 
spielsweise in US 5,869,445 beschrieben. 

Ein Beispiel fur ein gentechnologisches Herstellungsverfahren ist die Manipula- 
tion von Mikroorganismen wie E. coli. Diese werden so manipuliert, daB sie die 
Peptide als solche oder die Gesamtkonjugate bestehend aus Peptid und daran ge- 
koppelten Trager exprimieren. 

Bevorzugterweise werden die Peptide, funktionelle Peptid- Varianten oder mime- 
tische-Peptid- Varianten auf chemischem Wege synthetisch dargestellt. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform geschieht dies mit Hilfe der Festphasensynthese- 
methode. Weiter bevorzugt wird das synthetisch dargestellte Peptid, die funktio- 
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nelle Peptid-Variante oder mimetische-Peptid-Variante auf chemischem Weg mit 
einem Trager wie KLH oder TT verkntipft. 

Die erfindungsgemaBe Vakzine kann zur prophylaktischen oder akuten Behand- 
lung von Menschen und Tieren, die mit dem HER-2/neu Onkogen assoziierte 
Krebsarten entwickeln konnen, eingesetzt werden. 

Im folgenden wird eine Ausfuhrungsform der erfmdungsgemafien Vakzine, ein 
Verfahren zu deren Herstellung, sowie Methoden zum Nachweis von deren 
Wirksamkeit an einem Ausfuhningsbeispiel beschrieben. 

Beispiel 

Die Peptide mit der Sequenznummer 1 und 2 wurden hergestellt und mit Keyhole 
Limpet Hemocyanin (KLH) konjugiert. 

Die Peptide wurden mit der Festphasensynthese nach der FMOC-Schutzgruppen 
Strategie synthetisiert. Die Konjugation erfolgte uber die Thiofunktion des C- 
terminalen Cysteins an das maleimidmodifizierte KLH. 



Immunisierung 

Zum Nachweis der Wirksamkeit der erfmdungsgemafien Vakzine wurden zwei 
Gruppen zu jeweils funf Mausen folgendermaBen behandelt: 

Der ersten Gruppe (Versuchsgruppe) wurden die beiden jeweils an KLH konju- 
gierten Peptide mit den Sequenznummern 1 und 2, sowie Gerbu-Adjuvant verab^ 
reicht. Jede Injektion enthielt je 100 \xg von jedem Konjugat in einem Volumen 
von lOOjil gemischt mit 100|ul Gerbu-Adjuvant, d.h. insgesamt 200 jiil AntigenlQ- 
sung pro Injektion. Die Kontrollmause wurden mit 200 \xl einer Mischung von 
lOOjul Wasser mit 100jul Gerbu-Adjuvant behandelt. Die Vakzine wurde s.c. in 
die Kniefalte verabreicht 
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Gerbu- Adjuvant ist eine Adjuvansformulierung, die auf N-Acetylglucosaminyl- 
N-Acetylmuramyl-L-Alanyl-D-Isoglutamin basiert, mit Dimethyldioctadecyl- 
ammoniumchlorid und einem Zink-L-Prolinkomplex als Synergisten. Dieses 
Adjuvans kann von der Firma Gerbu-Biotechnik GmbH, Gaiberg, Deutschland 
bezogen werden. 



Immunisierungsschema 

Nach dem Priming erfolgten 3 Booster im Abstand je 3 Wochen. Sieben Tage 
nach dem letzten Booster wurden die Tiere getotet. Blut, Milz, Leber, Lunge und 
Nieren wurden entnommen. 

Als Methoden zum Nachweis der Induktion einer Peptid- und HER-2/neu spezi- 
fischen Immunantwort in Mausen wurden die folgenden drei verwendet: 

1, Nachweis einer T-Zell Aktivierung in einem Proliferationsassay 

Dabei wurden zunachst die aus den immunisierten Mausen gewonnenen Milz- 
zellen mit den zur Immunisierung verwendeten Peptiden der Sequenznummern 1 
und 2 stimuliert. Als MaB fur die Proliferation gilt der Einbau an 3 H-Thymidin, 
der quantifiziert werden kann. Es werden die Counts pro Minute (cpm) ermittelt 
Als Stimulationsindex (SI) bezeichnet man den Quotient aus cpm (mit dem je- 
weiligen Peptid stimulierter Zellen) / cpm (unstimulierter Zellen). In 9 6- Well 
Platten wurden 2 x 10 5 Zellen pro Vertiefung funf Tage lang mit den beiden Po- 
lypeptiden, mit der Sequenznummer 1 oder 2 ? in einer Konzentration von 20 
|ig/mL inkubiert. Nach dieser Zeit wurde 3 H-Thymidin zugegeben und nach 18 
Stunden Inkubation die eingebaute Aktivitat gemessen. 

Die oben beschriebene Prozedur erbrachte folgendes Ergebnis: 

Der Stimulationsindex in der immunisierten Gruppe (Versuchsgruppe) variierte 
von 1.0 bis 1.6 fur das Peptid der Sequenz 1 und von .1.5 bis 2.0 fiir Peptid der 
Sequenz 2. 
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Der Stimulationsindex in der Kontrollgruppe hatte in alien Fallen den Wert 1.0 5 
d.h. es wurde keine Proliferation der Zellen festgestellt. 

2. Nachweis HER-2/neu spezifischer Antikorper durch Immunprazipitation 

Da es kein kommerziell erhaltliches HER-2/neu Protein gibt, wurde ein Zellysat 
von SKBR-3 -Mammakarzinomzellen, die HER-2/neu tiberexprimieren, verwen- 
det. Die Maussera wurden mit dem Zellysat inkubiert Bei Vorhandensein spezi- 
fischer Antikorper im Serum wird das HER-2/neu aus dem Zellysat prazipitiert. 
Der gebildete Immunkomplex, kann der mit Hilfe von Protein A+G-Agarose 
(bindet Antikorper) isoliert werden. Diese Komplexe wurden dann durch eine 
6%ige Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt und auf eine Nitro- 
zellulose-Membran transferiert. Das prazipitierte HER-2/neu wurde mit Hilfe 
eines kommerziell erhaltlichen anti-HER-2/neu Antikorpers (Zymed) detektiert 
Dabei wird die entsprechende Bande auf der Membran durch eine Farbung vi- 
sualisiert. Die hier beschriebene Methode dient als ein qualitativer Nachweis. 

Die Analyse der Seren ergab folgendes Ergebnis: 

In Fig. 1 ist die Immunprazipitation des Lysates der SKBR-3 Zellen mit Mause- 
Sera der Versuchs- und der Kontrollgruppe gezeigt. In alien Seren der Versuchs- 
gruppe wurden die spezifischen anti HER-2/neu Antikorper nachgewiesen. Alle 
Seren der Kontrollgruppe zeigten eindeutig ein negatives Ergebnis. 

3. Nachweis HER-2/neu spezifischer Antikorper mittels ELISA 

Dabei wurden zunachst die Vertiefungen einer 96-Well ELISA-Platte mit Her- 
ceptin (anti-HER-2/neu- Antikorper von Genentech Inc.) beschichtet. Unpezifi- 
sche Bindungsstellen wurden mit 2% Milch blockiert. Die Wells wurden dann 
mit den Membranfraktionen aus SKBR-3 Zellen, die das HER-2/neu-Protein 
uberexprimieren, inkubiert. Um den unspezifischen Hintergrund zu quantifizie- 
ren, wurden Kontrollwells mit Membranfraktionen von HTB132-Zellen, die kein 
HER-2/neu-Protein exprimieren, inkubiert. In beiden Fallen wurden nachfolgend 
unspezifische BindunRsstellen mit 2% Milch absesattigt ( blockiert). 
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Im nachsten Schritt wurden die Sera der immunisierten Mause (Maus 16 bis 
Maus 20) und die der Kontrollgruppe (Maus 1 bis Maus 5), die vor und nach der 
Immunisierung gewonnen worden waren, in einer Verdiinnung von 1:100 in die 
Wells pipettiert. Fur jedes Serum wurden 2 Wells mit SKBR-3-Membranen und 
2 Wells mit HTB 132-Membranen verwendet. Gibt es im Serum spezifische An- 
tikorper gegen das HER-2/neu-Protein, so werden sie an das Antigen binden. 
Diese Antikorper konnen dann mit Horseradish-Peroxidase (HRP)-gekoppelten 
sekundaren Antikorpern detektiert werden. HRP geht mit dem Substrat eine Far- 
breaktion ein. Das Ergebnis dieser Farbreaktion kann mit dem Photometer ge- 
messen werden. Dabei wird die Absorption bei 450 nm bestimmt und gegen den 
Hintergrund von 650 nm korrigiert (OD Werte). Als Ergebnis wird fur jedes Se- 
rum die Differenz aus dem OD-Wert der beiden mit SKBR-3-Lysat inkubierten 
Wells minus dem OD-Wert der beiden mit HTB132-Lysat inkubierten Wells ge- 
wertet 

Diese Methode ermoglicht einen Vergleich des Antikorper-Titers in Seren. 

Es wurden Seren aller Mause vor und nach der Vakzinierung ausgewertet. In 4 
von 5 Mausen der Versuchsgruppe liefi sich ein deutlicher Anstieg der OD- 
Werte nach der Immunisierung feststellen. Die erhaltenen OD-Werte der Kon- 
trollgrupe zeigten keine Veranderung des Antikorper-Titers. 

Histopathologischer Befund 

Lungen, Leber und Nieren wurden histopathologisch hinsichtlich Autoimmunre- 
aktionen untersucht. In alien Fallen wurden Organe o.B. bewertet. 
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Anspruche 

1. Vakzine gegen Krebserkrankungen, die mit dem HER-2/neu Onkogen asso- 
ziiert sind, dadurch gekennzeichnet, daB sie wenigstens ein Peptid mit einer 
Lange von 9 bis 25 Aminosauren und einer Sequenz, wie sie im extrazellu- 
laren Teil des HER-2/neu-Proteins auftritt, oder funktionelle Varianten da- 
von enthalt. 

2. Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie wenigstens ein 
Peptid mit einer Lange von 10 bis 20 Aminosauren und einer Sequenz, wie 
sie im extrazellularen Teil des HER-2/neu-Proteins auftritt, oder funktio- 
nelle Varianten davon enthalt. 

3. Vakzine nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Pep- 
tid mit einer der Sequenzen von Aminosaure 544 bis 560 und/oder von 
Aminosaure 610 bis 623 des extrazellularen Anteils des HER-2/neu- 
Proteins oder funktionelle Varianten davon enthalt. 

4. Vakzine nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid oder dessen funktionelle Variante an einem immunogenen 
Trager konjugiert ist. 

5. Vakzine nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB als Trager Keyhole 
Limpet Hemocyanin (KLH) oder Tetanustoxoid (TT) verwendet wird. 

6. Vakzine nach einem der Anspruche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Konjugation chemisch erfolgt ist. 

7. Vakzine nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Peptid oder dessen funktionelle Variante als Monomer, Dimer, Trimer 
oder Oligomer an den Trager konjugiert ist. 
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8. Vakzine nach einem der Anspriiche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Peptid oder dessen funktionelle Variante einfach oder mehrfach an den 
Trager konjugiert ist. 
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